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ر دارد. از تلوﻣ كروﻣوزوم نﻘش ﺑسيﺎر ﻣهمي در حﻔظ طول ٣´تلوﻣراز ﺑﺎ افزودن توالي تكراري ﺑه انتهﺎي  :زمينه و هدف
 ﻣﺎننـدهـﺎي سـلولي دهر ﺑيشترقﺎﺑليت تمﺎيز ﺑه  )sCSM-CUh(هﺎي ﺑنيﺎدي ﻣزانشيمي ﺑند نﺎف انسﺎني طرف ديگر، سلول
 تخﺎب پﺎسﺎژشوند. از اين رو انﻣدت ﻣيهﺎي عصبي و قلبي را داشته و دچﺎر تغييرات ﺑيولوژيكي در كشت طوﻻنيسلول
ارتبـﺎط  ﺑررسـي پژوهش كنـونيير و تمﺎيز سلولي ﺑسيﺎر ﻣهم ﺑﺎشد. هدف از هﺎي تكثتواند در ﺑررسيسلولي ﻣنﺎسب ﻣي
  ﺑود. sCSM-CUhﺑين فعﺎليت آنزيم تلوﻣراز در پﺎسﺎژهﺎي ﻣختلف كشت 
هﺎي ﺑنـدنﺎف نـهدر دانشگﺎه علوم پزشكي اردﺑيل ﺑر روي نمو ٣٩٣١تﺎ آذر  ٣٩٣١ فروردين ازاين ﻣطﺎلعه تجرﺑي  :روش بررسي
حـﺎوي  MEMDه در ﺑيمﺎرستﺎن علوي اردﺑيل انجﺎم شد. قطعﺎت كـوچكي از ﺑنـدنﺎف در ﻣﺤـيط كشـت نوزادان تﺎزه ﻣتولد شد
ﺑراﺑـر شـدن  ن دوحﺎصل از پﺎسﺎژهﺎي يك تﺎ سه ﺑراي ﺑررسـي زﻣـﺎ CSM-CUhسرم جنين گﺎو كشت داده شدند. سپس،  %٠٢
هـﺎ در ليـت آنـزيم تلـوﻣرازي آنانتخـﺎب شـدند. در نهﺎيـت، فعﺎ SPAHCروش ين ﺑهيو استخراج پروت )TDP(جمعيت سلولي 
  ﺑررسي شد. yassa PART-TRq و )PART( locotorp noitacifilpma taeper ciremoleT هﺎياستﻔﺎده از روش پﺎسﺎژهﺎي ﻣختلف ﺑﺎ
فعﺎليـت  ﺑـود. ﻣيـﺎنگين ٩٦/١٤±٢/٤٥ و ٥٥/٣٠±١/١٧، ٤٥/٨٦±١/٢٩ترتيب در پﺎسﺎژهﺎي يك تﺎ سـه ﺑـه TDP ها:يافته
ﺎسـﺎژ دوم داري را در پﺎﺑرآورد شد كه افزايش ﻣعنـ ٢٣/٣١±٠/٥٧و  ٧٢/٤٢±٠/٤٧، ٠٣/٨٥±٠/١٥رتيب تتلوﻣرازي نيز ﺑه
 (.=P٠/١٢٠نشﺎن داد )
 يﺑند نﺎف انسـﺎن يميﻣزانش يﺎديﺑن يهﺎسلولو سنجش فعﺎليت تلوﻣرازي  TDPﺑﺎ رسم ﻣنﺤني رشد، تعيين گيري: نتيجه
  ثير سلولي و فعﺎليت تلوﻣرازي تﺎثير ﺑگذارد.تواند ﺑر فرايند تكت ﻣيﻣدكشت طوﻻنيﻣشخص شد كه 
  .نﺎف انسﺎن هﺎي ﺑنيﺎدي ﻣزانشيمي ﻣشتق از ژله وارتون ﺑندﻣنﺤني رشد سلولي، فعﺎليت تلوﻣرازي، سلول :ليديك لماتك
 
شود كه هﺎ اطﻼق ﻣيهﺎي ﺑنيﺎدي ﺑه انواع ﻣختلﻔي از سلولسلول  
هﺎي سلولي زاينده تبديل توانند ﺑه انواع ردهو ﻣيغير اختصﺎصي ﺑوده 
هﺎي ﺑنيﺎدي ﺑه شوند و قﺎﺑليت خود نوسﺎزي نيز داشته ﺑﺎشند. سلول
توان توان و تكتوان، پرتوان، چندهﺎي ﺑنيﺎدي همهچهﺎر نوع سلول
هﺎي ﺑنيﺎدي ﻣزانشيمي از هﺎ، سلولاند. از ﺑين اين سلولتﻘسيم شده
  ، دـآورنوجود ﻣيهﺎ را ﺑهواع گونﺎگوني از سلولتوان ﺑوده و اننوع چند
  
هﺎي هﺎي استخواني، غضروف، چرﺑي و عصبي. سلولسلول ﻣﺎنند
هﺎي خﺎرج جنيني هﺎي ﺑﺎلغ و جنيني از ﺑﺎفتﻣزانشيمي عﻼوه ﺑر ﺑﺎفت
جﻔت، غشﺎ و ﻣﺎيع آﻣنيوتيك و ﻣﺎتريكس  ﻣﺎنندروش غير تهﺎجمي ﺑه
  ١.ﺑند نﺎف نيز قﺎﺑل استخراج هستند
از ژله وارتون ﺑند نﺎف انسﺎن  ﺑرگرفتههﺎي ﺑنيﺎدي ﻣزانشيمي سلول
 sCSM-JW( llec mets lamyhcnesem devired-yllej s'notrahW)
هﺎي ﺑنيﺎدي آسﺎن و در دسترس است كه از ﺑﺎفت يكي از ﻣنﺎﺑع سلول
هﺎ، اين سلول ٣و٢شود.همبند ﻣوكوييدي ﺑند نﺎف انسﺎن استخراج ﻣي
  مﻘدمه
   
 
   ٩٢٣تا  ١٢٣هاي ، صﻔﺤه٥شماره  ،٤٧دوره ، ٥٩٣١مرداد ي تهران، كي، دانشگاه علوم پزشكده پزشكمجله دانش  مقاله اصيل
  ٥٩٣١/٧٠/٥٠آنﻼين:      ٥٩٣١/٧٠/١٠پذيرش:      ٥٩٣١/٥٠/٠١: ويرايش     ٤٩٣١/٠١/٠٢دريﺎفت:          چكيده
   
  
              و همكاران زاده انورليﻼ حسين                   ٢٢٣
   ٩٢٣تا  ١٢٣ ،٥، شماره ٤٧، دوره ٥٩٣١ مردادي تهران، كي، دانشگاه علوم پزشكده پزشكمجله دانش 
 در را Vو  II ،Iنوع  يبروﺑﻼستي هستند كه كﻼژنهﺎي شبه ﻣيوفسلول
 وارتون ويژگي ژله ﺑه هﺎاين كﻼژن كنند.ﻣي توليد ﺑﺎرداري دوران
هﺎي ﻣنﺤصر دليل ويژگيﺑه JW-sCSM ٥.دهندﻣي كشسﺎني و انﻘبﺎضي
زايي كم و ﻣﻔيد ﺑودن در پيوندهﺎي آلوژنيك و ايمنيﻣﺎنند ﺑه فردشﺎن 
م ﺑﺎفتي ﻣورد توجه ﺑسيﺎري از ﻣهﺎر رشد سرطﺎن و نيز ترﻣي
  ٥- ٧.اندهﺎي درﻣﺎني قرار گرفتههﺎي سلولﺑراي ﺑرنﺎﻣهگران پژوهش
ﺑرند كه در تعﺎﻣل ﺑﺎ ﻣﺤيط هﺎي ﺑدن در شرايطي ﺑه سر ﻣيسلول
هﺎ اطراف خود اجﺎزه رشد و تكثير و نيز در صورت نيﺎز تمﺎيز ﺑه آن
و خﺎرج از  ﻣدت در شرايط آزﻣﺎيشگﺎهيشود. كشت طوﻻنيداده ﻣي
كﺎﻣل ﺑه طور ﺑههﺎ شود كه كيﻔيت رشد و تكثير سلولﺑدن ﺑﺎعث ﻣي
هﺎ واﺑسته شود. ﺑنﺎﺑراين ﺑررسي و تعيين شرايط ﻣﺤيط كشت اطراف آن
هﺎيي ترين آزﻣﺎيشهﺎي سلولي يكي از كﺎرﺑرديﻣشخصﺎت رشد رده
گيرد. در اين فرآيند، تعداد است كه ﺑراي هر رده سلولي انجﺎم ﻣي
هﺎي قﺎﺑل ﺑرداشت در هﺎي كشت داده شده اوليه و تعداد سلولسلول
هﺎي ﻣختلف پس از شروع كشت طي روزهﺎي ﻣتوالي يﺎدداشت زﻣﺎن
دهنده كيﻔيت و شود كه نشﺎنشده و ﺑر اين اسﺎس ﻣنﺤني رسم ﻣي
همين دليل ﺑراي ﻣعرفي هر رده ﺑه .هﺎستكميت تكثير و رشد سلول
نيﺎز ﺑه دانستن ﻣشخصﺎت حﺎصل از  از شروع ﺑه كﺎر پيشسلولي و نيز 
جهت ارزيﺎﺑي ﻣنﺤني رشد سلولي  .رسم ﻣنﺤني رشد است
 goL)فﺎز سﺎزش سلولي(،  gaLهﺎي رشد سلولي در سه فﺎز ويژگي
)فﺎز عدم تكثير( صورت  uaetalP)فﺎز تكثير تصﺎعدي سلول( و 
تواند چند سﺎعت تﺎ چند روز ﺑه طول كه ﻣي gaLگيرد. فﺎز ﻣي
از تريپسينه  پسﻣﺎن ﻣورد نيﺎز ﺑراي يك سلول جهت ترﻣيم ﺑيﺎنجﺎﻣد، ز
شدن، ﺑﺎزسﺎزي اسكلت سلولي و ترشح ﻣﺎتريكس خﺎرج سلولي است 
شود. در ﻣرحله ﺑعدي، سلول هﺎ ﻣيكه ﺑﺎعث تسهيل ارتبﺎط ﺑين سلول
شود يعني فﺎز لگﺎريتمي كه در اين حﺎلت وارد ﻣرحله رشد نمﺎيي ﻣي
 noitalupoPشود كه تﺤت عنوان ﻣيﺑراﺑر  ﻣيزان جمعيت سلولي دو
كه  شود. در نهﺎيت زﻣﺎنيشنﺎخته ﻣي )TDP( emiT gnilbuoD
طور كلي جمعيت سلولي ﺑسيﺎر ﻣتراكم است و سوﺑستراي سلولي ﺑه
اي كه شود، ﻣرحلهﻣتﺎﺑوليزه شده است، اين سلول وارد فﺎز سكون ﻣي
داده هﺎي ﻣختلف نشﺎن ﺑررسي ٨.ﻣيزان رشد سلولي نزديك صﻔر است
است كه ارتبﺎط نزديكي ﺑين تكثير سلولي و فعﺎليت تلوﻣرازي وجود 
عنوان يك شﺎخص توان از فعﺎليت تلوﻣرازي ﺑهطوري كه ﻣيدارد، ﺑه
  ٠١و٩.تكثيري سلولي استﻔﺎده كرد
فعﺎليت تلوﻣرازي ﺑه سنجش ﻣيزان فعﺎليت آنزيم 
 صورتيني تﺤت عنوان تلوﻣراز اطﻼق شود كه ﺑهيريبونوكلئوپروت
تشكيل شده است. ﺑخش  RThو  TREThهمودايمر از دو زيرواحد 
ﺑرداري ﻣعكوس ﺑوده كه ﺑﺎ اين آنزيم داراي فعﺎليت نسخه TRETh
نوكلئوتيدي  ٦عنوان الگو، تكرارهﺎي خود ﺑه RThاستﻔﺎده از زيرواحد 
تلوﻣر افزوده و ﺑﺎعث حﻔظ طول تلوﻣر در  ٣'را ﺑه انتهﺎي  GGGATT
  ١١.ودشهر تﻘسيم سلولي ﻣي
-droc lacilibmu namuHهﺎي ﺑنيﺎدي همﺎنند استﻔﺎده از سلول
عنوان يك ﻣدل ﺑه )sCSM-CUh( sllec mets lamyhcnesem devired
 گرانپژوهشسلولي و ﻣولكولي  هﺎيپژوهشآزﻣﺎيشگﺎهي ﻣنﺎسب در 
و ﺑينش خوﺑي از شرايط كشت و نﺤوه  هﺎدادهسﺎزد تﺎ را ﻣجبور ﻣي
ﻣدت خﺎرج ﺑدن داشته ﺑﺎشند و در كشت طوﻻنيهﺎ تكثير و تمﺎيز آن
در اين ﻣيﺎن انتخﺎب پﺎسﺎژ سلولي ﻣنﺎسب در شرايط آزﻣﺎيشگﺎهي 
هﺎ تﺎثير گيري راجع ﺑه نﺤوه استﻔﺎده از اين سلولتواند در تصميمﻣي
ﺑﺎ هدف ارزيﺎﺑي ﻣنﺤني رشد كنوني ﻣطﺎلعه ﺑنﺎﺑراين  ٢١.گذار ﺑﺎشد
عنوان يك ﺑيﺎن آنزيم تلوﻣراز ﺑه هﺎ در پﺎسﺎژهﺎي ﻣختلف و ﻣيزانسلول
  شﺎخص ﻣهم تكثيري در اين پﺎسﺎژهﺎ انجﺎم شد.
  
در دانشگﺎه علوم پزشكي  ٣٩٣١اين ﻣطﺎلعه تجرﺑي كه در سﺎل  در  
اردﺑيل انجﺎم شد، نمونه ﺑند نﺎف پس از زايمﺎن ﺑﺎ همكﺎري پرسنل 
يط اخﻼق در پژوهش تهيه ﺑيمﺎرستﺎن علوي اردﺑيل و ﺑﺎ رعﺎيت شرا
شده و در شرايط استريل در ﻣﺤلول نرﻣﺎل سﺎلين ﺑه آزﻣﺎيشگﺎه كشت 
از ژله  ﺑرگرفتههﺎي ﺑنيﺎدي ﻣزانشيمي سلولي ﻣنتﻘل گرديد. سپس سلول
روش هﺎي ﺑند نﺎف ﺑهاز نمونه )sCSM-JW( وارتون ﺑند نﺎف انسﺎن
ثﺎنيه  ٠٣دت ﻣاﺑتدا ﺑند نﺎف ﺑه در ٣١.كشت قطعه ﺑﺎفت جداسﺎزي شدند
 )150-00612 ;ocbiG(آن ﺑﺎ دنبﺎل ﺑه قرار گرفته و %٠٧در ﻣعرض الكل 
شستشو داده شد. قطعﺎت ﺑند  )SBP( enilaS dereffuB etahpsohP
از نﺎحيه  صورت طولي ﺑرش داده شده ونﺎف ﺑﺎ استﻔﺎده از تيغ جراحي ﺑه
 ٣- ٥ mm2 ﺑرداري شد و قطعﺎتي ﺑه اﺑعﺎد تﻘريبيژله وارتون آن تكه
ﻣنتﻘل  52Tدست آﻣد. اين قطعﺎت ﺑﺎفتي، ﺑه فﻼسك كشت سلولي ﺑه
 (LDCTA,LECOTA-198) MEMDGLاز ﻣﺤيط كشت  ٣ lm شده و
 %٢ BpmA/rtS/nePو  )890-07201 ,ocbiG( %٠٢ SBFحﺎوي 
  بررسيروش 
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شد. پس از انتﻘﺎل هﺎ اضﺎفه ﺑه آن )010-BRTA ,LECOTA(
سه ازاي هر ﺑه دار، OC2هﺎي كشت سلولي ﺑه دخل انكوﺑﺎتور فﻼسك
 ٦-٨از حدود  پسﻣﺤيط كشت تعويض شد.  روز نيمي از تﺎ چهﺎر
هﺎي سلولي از پيراﻣون قطعﺎت ژله وارتون خﺎرج شده و تﺎ روز جوانه
از حدود  پسكشت سلولي اداﻣه يﺎفت.  %٠٨رسيدن ﺑه تراكم ﺑيش از 
  هﺎ ﺑراي پﺎسﺎژ دادن آﻣﺎده شدند.روز سلول ٦١ تﺎ ٤١
 gaLصورت يك الگوي رشد شﺎﻣل فﺎز ﺑه هﺎدر طي كشت سلول
روند. يﺎ سكون پيش ﻣي uaetalPيﺎ تكثير و فﺎز  goLيﺎ تﺎخيري، فﺎز 
 ﺤﺎظ ﻣنﺤني رشدپﺎسﺎژهﺎي يك تﺎ سه از ل sCSM-CUhدر اين ﻣطﺎلعه 
 )3P ,2P ,1P( هﺎي پﺎسﺎژ يك، دو و سهﻣورد ﻣﻘﺎيسه قرار گرفتند. سلول
آنزيم تريپسين از كف  تﺤت تﺎثير SBPاز شستشو ﺑﺎ ﻣﺤلول  پس
ظرف جدا شدند. پس از شمﺎرش سلولي توسط ﻻم نئوﺑﺎر، جهت 
ك تﺎ سه در پﺎسﺎژهﺎي ي CUh-sCSM ١٠١٣رسم ﻣنﺤني رشد تعداد 
 SBFحﺎوي  MEMDGLروز در ﻣﺤيط  ٢١ﻣدت چﺎهكي ﺑه ٦٩ظروف 
 سهكشت داده شده و در طي اين ﻣدت ﻣﺤيط كشت سلولي هر  %٠١
 هﺎي ﻣرﺑوط ﺑه تعداديد. سپس هر روز سلولﺑﺎر تعويض گردروز يك
ﺑلو توسط ﻻم آﻣيزي ﺑﺎ تريپﺎناز رنگ پسهﺎ جدا و ثﺎﺑتي از چﺎهك
يك  هر طور ﻣدام تﺎ دوازده روز ﺑراينئوﺑﺎر شمﺎرش شدند. اين كﺎر ﺑه
هﺎي تﺎيي از ﺑند نﺎفسه صورت تكراراز پﺎسﺎژهﺎي يك تﺎ سه ﺑه
شد سلولي جهت تعيين ﻣختلف صورت گرفت. در نهﺎيت ﻣنﺤني ر
  فﺎز تﺎخيري، لگﺎريتمي و خطي ترسيم شد. 
كميتي كه  ،)TDP(جهت سنجش دو ﺑراﺑر شدگي جمعيت سلولي 
 كشت دوره يك در سلول يك شدن ﺑراﺑر دفعﺎت دو دهنده تعدادنشﺎن
 تعداد و اوليه تعداد دانستن ﻣﺤدود و كشت دوره يك هﺎيداده از ﺑﺎشد،ﻣي
 )0N/tN(gl/2glT=dTريﺎضي پترسون  فرﻣول از هدور انتهﺎي در هﺎسلول
ﻣدت زﻣﺎني كه  Tﺑراﺑر شدن،  زﻣﺎن دو dTاستﻔﺎده شد كه در اين فرﻣول 
هﺎي دهنده تعداد سلولنشﺎن Nكشد تﺎ سلول تكثير شود و طول ﻣي
  ﺑﺎشد.شده ﻣيشمﺎرش
 ٤١،yassa PARTروش جهت ﺑررسي كيﻔي فعﺎليت تلوﻣرازي ﺑه
از پﺎسﺎژهﺎي يك تﺎ سه ﺑﺎ استﻔﺎده  CUh-sCSM ٥٠١٤تعداد  در اﺑتدا
از  پسليز شده و  SPAHC )100.26611.1 ,kcreM(كننده  از ﺑﺎفر ليز
 دقيﻘه و سﺎنتريﻔيوژ ﺑﺎ دور ٠٣ﻣدت ﺑه ٤ C انكوﺑه شدن در دﻣﺎي
هﺎ ين استخراجي تمﺎم نمونهيغلظت پروت ٤ Cدر دﻣﺎي  ٠٠٠٣١ mpr
 omrehT(گﺎه نﺎنودراپ روش ﺑردفورد و ﺑﺎ استﻔﺎده از دستﺑه
گيري اندازه ٥٩٥ mnدر طول ﻣوج  )KU ,C0002-DN ;cifitneicS
همراه ين استخراج شده از هر پﺎسﺎژ ﺑهياز پروت ١ gµ شد. سپس حدود
جهت تكثير الگوهﺎي  ٠٣ Cدقيﻘه در دﻣﺎي  ٠٣ﻣدت ﺑه STپرايمر 
جﻔت ﺑﺎزي ﻣشﺎﺑه انتهﺎي تلوﻣري توسط آنزيم تلوﻣرازي  شش
همراه ﻣوجود در نمونه انكوﺑه شد. ﻣرحله ﺑعدي واكنش ﺑه احتمﺎلي
 033S relcyc retsaMدر دستگﺎه  TNSTو  TN، XCAپرايمرهﺎي 
چرخه شﺎﻣل  ٥٣و  )ASU ,AC ,ytiC .retsoF ,smetsysoiB deilppA(
انجﺎم  ٢٧ Cثﺎنيه در  ٠٩و  ٢٥ Cثﺎنيه در  ٠٣، ٤٩ Cثﺎنيه در  ٠٣
هﺎي ﻣتﻔﺎوت توسط پرايمرهﺎي ي ﺑﺎ طولتﺎيششهﺎي تكراري شد. توالي
و  TNپرايمرهﺎي شوند تﺎ قﺎﺑل ارزيﺎﺑي ﺑﺎشند. تكثير ﻣي XCAو  ST
را نمﺎيش  RCPعنوان كنترل ﻣثبت، صﺤت انجﺎم نيز ﺑه TNST
ﺑﺎ  sCSM-CUhدهند. در اين روش آنزيم تلوﻣراز غير فعﺎل شده ﻣي
هﺎي سرطﺎني ولعنوان كنترل ﻣنﻔي و از سلفعﺎليت ﻣثبت تلوﻣراز ﺑه
، تمﺎم RCPاز انجﺎم  پسعنوان كنترل ﻣثبت استﻔﺎده شد. ﺑه SGAﻣعده 
آﻣيد الكتروفورز شدند. توالي اكريلپلي %٠١هﺎ ﺑر روي ژل نمونه
  نشﺎن داده شده است. ١هﺎ در جدول پرايمر
  
  yassa PART-TRqو  yassa-PARTتوالي پرايمرهاي مورد استفاده در روش  :١ جدول
 نوع پرايمر  (٥'→٣') توالي
  ST    '3-TTGAGACGAGCTGCCTAA -'5  
  XCA    5'-)CCATTC(GGCGCG3CCAATC-3'  
 TN   '3-TTTTCCGGCTCTTCGCTA-'5  
 TNST    '3-TAGCGAAGAGCCGGAAAATTGGAGACGCGAGCTGCCTAA-'5  
  
  
              و همكاران زاده انورليﻼ حسين                   ٤٢٣
   ٩٢٣تا  ١٢٣ ،٥، شماره ٤٧، دوره ٥٩٣١ مردادي تهران، كي، دانشگاه علوم پزشكده پزشكمجله دانش 
-laer 0057 IBAدستگﺎه  جهت ﺑررسي كمي فعﺎليت تلوﻣرازي،
 استﻔﺎده شده و ﺑر )4011534 ;metsysoiB deilppA( RCP emit
 ﺑرنﺎﻣه .شد انجﺎم )1040E ;xERU(پروتكل كيت سﺎيبرگرين  اسﺎس
 ٠١ﻣدت ﺑه ٥٩ C صورتﺑه ﻣرحله دو در دستگﺎه گرﻣﺎيى-زﻣﺎنى
 يك ﻣدتﺑه ٠٦ C و ثﺎنيه ٥١ ﻣدتﺑه ٥٩ C و دقيﻘه در ﻣرحله اول
  .شد انجﺎم ﻣتوالى در ﻣرحله دوم سيكل ٠٤ ﺑراى دقيﻘه
هﺎ در سه تكرار ﻣستﻘل از هم از ليز تﻔﺎوت ﺑين گروهجهت آنﺎ
 ,erawtfos SSPSاستﻔﺎده از  ﺑﺎ AVONA yaw-enOآزﻣون آﻣﺎري 
 استﻔﺎده شد و )ASU ,LI ,ogacihC ,.cnI ,SSPS( 22 noisrev
هﺎ داري در نظر گرفته شد. دادهﺎعنوان حداقل سطح ﻣعنﺑه <P٠/٥٠
 شد. ارايهخطﺎي استﺎندارد  ±صورت ﻣيﺎنگينﺑه
  
اوليه در  كشت و نﺎف ﺑند ﺑﺎفتي قطعﺎت جداسﺎزي دنبﺎلﺑه  
هﺎي ﺑنيﺎدي ﻣزانشيمي روز سلولشش تﺎ هشت  از پس فﻼسك،
 رافاط از شدن جدا ﺑه از ژله وارتون ﺑند نﺎف انسﺎن شروع ﺑرگرفته
  لف(.ا-١چسبيدند )شكل  فﻼسك كف ﺑه و نموده قطعﺎت اين
هﺎ كف فﻼسك كشت را پر سلول ،روز ٦١ﺎ ت ٤١حدود  در طي
هﺎ اين سلول (.ب- ١نموده و جهت پﺎسﺎژ سلولي آﻣﺎده شدند )شكل 
 دشتنفولوژي شبه فيبروﺑﻼستي دارتﺎ پﺎسﺎژ سه كشت داده شدند و ﻣو
  ج(.-١ )شكل
جهت تعيين ﻣنﺤني رشد سلولي و تعيين ﻣدت زﻣﺎن ﻣورد نيﺎز 
ﻣدت هﺎ ﺑهاين سلول TDP ،sCSM-CUhﺑراي دو ﺑراﺑر شدن جمعيت 
( ﻣورد ﺑررسي قرار گرفتند. P3تﺎ  P1 روز در پﺎسﺎژهﺎي ﻣختلف )از ٢١
پس از حدود  sCSM-CUhشود ﻣشﺎهده ﻣي ٢طور كه در شكل همﺎن
سه روز قرار گرفتن در ﻣرحله تﺎخيري شروع ﺑه تكثير نموده و در 
از سرعت تكثير زيﺎدي ﺑرخوردار ﺑودند. فﺎصله روزهﺎي سوم تﺎ نهم 
هﺎ در پﺎسﺎژهﺎي يك در اين ﺑررسي ﻣشخص شد كه آهنگ رشد سلول
آﻣده دستهﺎي ﺑهو دو ﺑه ﻣراتب از پﺎسﺎژ سه ﺑيشتر ﺑود. همچنين يﺎفته
 sCSM-CUhنشﺎن داد كه  )TDP(هﺎ از تعيين زﻣﺎن دو ﺑراﺑر شدن سلول
 ٥٥/٣٠±١/١٧و  ٤٥/٨٦±١/٢٩ ترتيب ﺑين ﻣﺤدودهﺑه دوو يك در پﺎسﺎژ 
 ٩٦/١٤±٢/٤٥ﺑه  سههﺎي پﺎسﺎژ سﺎعت ﺑود كه اين ﻣيزان در سلول
  (.٢ افزايش يﺎفت )شكل
و تعيين فﺎزي  sCSM-CUhجهت ﺑررسي كيﻔي فعﺎليت تلوﻣرازي 
استﻔﺎده  yassa-PARTكه ﺑيشترين فعﺎليت تلوﻣرازي را دارد از روش 
ﺑﺎندهﺎي ﻣجزا ﻣشﺎهده صورت شد. در اين روش فعﺎليت تلوﻣرازي ﺑه
طوري كه افزايش فعﺎليت تلوﻣرازي ﺑﺎ افزايش تعداد ﺑﺎندهﺎ شود، ﺑهﻣي
آﻣده نشﺎن داد كه فعﺎليت تلوﻣرازي دستشود. نتﺎيج ﺑهﻣشخص ﻣي
كشت سلولي تغيير چنداني  در پﺎسﺎژهﺎي يك تﺎ سه از sCSM-CUh
غير صورت نگرفته است. در اين ﺑررسي كنترل ﻣنﻔي، آنزيم تلوﻣراز 
عنوان كنترل ﺑه SGAهﺎي فعﺎل شده ﺑوده است. در اين روش سلول
  (.٣ ﻣثبت انتخﺎب شدند )شكل
  ت تلوﻣرازي در پﺎسﺎژهﺎي ﻣختلف كشت سلوليـﺑررسي كمي فعﺎلي
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  .روز كشت ٦-٨شيمي از آن پس از هاي بنيادي مزانرنگ( و شروع مهاجرت اوليه سلولاي از ژله وارتون بند ناف )توده تيرهكشت قطعه الف(: ١شكل 
  .٤١-٦١يافته از توده بافتي اوليه در روزهاي هاي بنيادي مزانشيمي مهاجرتب( تكثير و گسترش سلول
  .)2P(هاي شبه فيبروبﻼستي در پاساژ دوم هاي بنيادي مزانشيمي ژله وارتون با مورفولوژي سلولج( سلول
  هايافته
   
  
 ٥٢٣        هاي بنيادي مزانشيمي بند ناففعاليت تلومرازي و كينتيك رشد سلول                          
 
 
 ri.ca.smut.jmut//:ptth
 9-123:)5(47;tsuguA 6102 )JMUT( J deM vinU narheT
  
  
  
دو برابر شدن جمعيت سـلولي  استانداردخطاي منحني رشد، ميانگين و : ٢شكل 
  در پاساژهاي يك تا سه sCSM-CUh
  
  
  
  
  
  
-PARTفعاليت تلومرازي در پاساژهاي مختلف سلولي يـك تـا سـه توسـط : ٣ شكل
هاي كنتـرل مثبـت بـا عنوان سـلولبه )SGA(هاي رده سرطاني معده از سلول ،yassA
  ,lortnoC evitageN :CN lortnoC lanretnI :CIفعاليت تلومرازي باﻻ استفاده شد. 
  
صورت گرفت كه تكنيكي ﺑﺎ  RCP emiT-laeR evitatitnauQﺑﺎ روش 
شود. نتﺎيج حﺎصل حسﺎسيت ﺑﺎﻻ در تعيين فعﺎليت تلوﻣرازي ﻣﺤسوب ﻣي
 در چرخه آستﺎنه هﺎي پﺎسﺎژ يكنشﺎن داد كه فعﺎليت تلوﻣرازي سلول
ي ﺑه پﺎسﺎژ دوم چرخه قرار داشت كه ﺑﺎ افزايش پﺎسﺎژ سلول ٠٣/٨٥±٠/١٥
كﺎهش  ٧٢/٤٢±٠/٤٧داري ﺑه ﺎطور ﻣعنآستﺎنه فعﺎليت آنزيم تلوﻣراز ﺑه
كمي فعﺎليت اين آنزيم در پﺎسﺎژ سه ﻣشخص (. ﺑررسي <P٠/٥٠يﺎفت )
  يﺎفت كه افزايش ٢٣/٣١±٠/٥٧ اين فعﺎليت ﺑه نمود كه چرخه آستﺎنه
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
يك تـا سـه. مﻘـدار چرخـه  در پاساژهاي sCSM-CUhفعاليت تلومرازي : ٤شكل 
    (.<P*٠/٥٠د )ادها نشان دار را با ساير گروهاتفاوت معن ستانه پاساژ دوآ
( ولي ﺑﺎ پﺎسﺎژ <P٠/٥٠دار ﺑود )ﺎنسبت ﺑه پﺎسﺎژ دو اين اختﻼف ﻣعن
  (.٤ ( )شكل>P٠/٥٠داري را نشﺎن نداد )ﺎيك تﻔﺎوت ﻣعن
  
ده است كه ﺑﺎ افزايش سن، تعداد و هﺎي ﻣختلف نشﺎن داﺑررسي  
دليل كﺎهش تدريجي در پتﺎنسيل هﺎي ﺑنيﺎدي ﺑهخواص عملكردي سلول
هﺎي يﺎﺑد. فﺎكتورهﺎي تﺎثيرگذار در اين فرايند شﺎﻣل آسيبرشد تغيير ﻣي
، كﺎهش فعﺎليت تلوﻣرازي، كوتﺎهي طول تلوﻣر و استرس AND
ر در جهت درك چند دهه اخي هﺎيپژوهش ٦١و٥١.ﺑﺎشداكسيداتيو ﻣي
پيري ﺑه ﺑررسي تغييرات ﻣرتبط ﺑﺎ دو جﺎيگﺎه سلولي يعني تلوﻣر و 
عنوان تواند ﺑهطوري كه كوتﺎهي تلوﻣر ﻣيهستك پرداخته است، ﺑه
هﺎي كشت شده كﺎهش تدريجي قﺎﺑليت تكثير يﺎ پيري سلولي سلول
 ANDسﺎزي كﺎﻣل انتهﺎي پليمراز در همﺎنند ANDدليل عدم توانﺎيي ﺑه
م وﺑنﺎﺑراين در اثر ﻣشكل همﺎنندسﺎزي در انتهﺎي كروﻣوز ٧١.ﺑﺎشدخطي 
در هر تﻘسيم سلولي از طول تلوﻣر كﺎسته شده و در صورت نبود 
ﻣكﺎنيسمي ﺑراي جلوگيري از كوتﺎهي تدريجي تلوﻣر، سلول وارد ﻣرحله 
شده و ﻣوجب پديده فيزيولوژيك  )ecnecseneS(عدم فعﺎليت سلولي 
طور پيوسته هﺎي پيكري ﺑدن ﺑهه در سلولشود. اين پديدپيري ﻣي
كند ولي عنوان سﺎعت ﺑيولوژيكي عمل ﻣيشود و تلوﻣر ﺑهﻣشﺎهده ﻣي
  بحﺚ
   
  
              و همكاران زاده انورليﻼ حسين                   ٦٢٣
   ٩٢٣تا  ١٢٣ ،٥، شماره ٤٧، دوره ٥٩٣١ مردادي تهران، كي، دانشگاه علوم پزشكده پزشكمجله دانش 
نﺎم يني ﺑهيهﺎي ﺑنيﺎدي و سرطﺎني ﺑﺎ داشتن آنزيم ريبونوكلئوپروتسلول
  ٨١.شوندخود ﻣي تلوﻣراز ﺑﺎعث افزايش طول تلوﻣر
الي تلوﻣري داري در طول توﺎهﺎ نشﺎن داد كه اختﻼف ﻣعنﺑررسي
هﺎي ﺑنيﺎدي در ﻣراحل ﻣختلف تكثير وجود انتهﺎي كروﻣوزوم سلول
ﺑﺎز فعﺎل شدن تلوﻣراز در  ٠٢و٩١.يﺎﺑددارد و فعﺎليت تلوﻣرازي كﺎهش ﻣي
هﺎي انسﺎني كشت شده ﻣنجر ﺑه افزايش نيمه عمر تكثيري اين سلول
هﺎي نﻘش ﻣهمي در خود نوسﺎزي سلول همچنين ٩١.شودهﺎ ﻣيسلول
هﺎي ﺑنيﺎدي در اثر ارتبﺎط ﺑين كﺎهش رشد سلول ٢٢و١٢.ي نيز داردﺑنيﺎد
ﻣورد ﻣطﺎلعه قرار  روشنيفرايند پيري و كﺎهش فعﺎليت تلوﻣرازي ﺑه 
هﺎي اسﺎسي ﻣﺎنند سطح فعﺎليت تلوﻣرازي، نگرفته است ولي ويژگي
ﺑراﺑر شدن جمعيت سلولي، تغييرات ﻣورفولوژيكي و  زﻣﺎن دو
ن نشﺎنگرهﺎي عموﻣي در نظر گرفته عنواوضعيت چرخه سلولي ﺑه
روي  ﺑر Iortiv nﻣدت ﻣنظور ﺑررسي اثر كشت طوﻻنيﺑه ٣٢.اندشده
هﺎي ﺑنيﺎدي ﻣزانشيمي ﻣشتق از ژله هﺎي ﺑيولوژيكي سلولويژگي
ﺑراﺑر شدن  ﺑه آنﺎليز زﻣﺎن دو پژوهش كنونيوارتون ﺑند نﺎف انسﺎن، در 
عنوان شﺎخص ﻣهم تكثيري و جمعيت سلولي و فعﺎليت تلوﻣرازي ﺑه
  ارتبﺎط ﺑين اين دو پرداخته شد.
هﺎي ﺑنيﺎدي سلول )TDP(ﺑراﺑر شدن جمعيت سلولي  زﻣﺎن دو
ﻣزانشيمي در پﺎسﺎژهﺎي ﻣختلف در ﻣيﺎن گزارشﺎت، ﻣختلف و ﻣتﻔﺎوت 
گزارشﺎت افزايش زﻣﺎن  ﺑيشتردر  TDPﺑوده است. در حﺎلت كلي، 
نشﺎن داده است. در ﻣطﺎلعه  sCSMتكثير را ﺑﺎ افزايش پﺎسﺎژ سلولي در 
هﺎ در اين سلول TDPهﺎي صورت گرفته از ، طي ﺑررسيكنوني
پﺎسﺎژهﺎي يك تﺎ سه افزايش ﻣدت زﻣﺎن تكثير در پﺎسﺎژهﺎي ﺑﺎﻻتر را 
 ٩٦/١٤نشﺎن داد. اين ﻣيزان در طي پﺎسﺎژ سه از كشت سلولي ﺑه 
اين سﺎعت افزايش يﺎفته ﺑود كه در ﻣﻘﺎيسه ﺑﺎ پﺎسﺎژهﺎي يك و دو 
  دار ﺑود.ﺎاختﻼف ﻣعن
هﺎي ﺑنيﺎدي ﻣزانشيمي ﻣشتق از سلول TDPدر گزارش ديگري كه 
پﺎسﺎژ سلولي ﻣورد ﺑررسي قرار گرفت،  ٠٢ﻣغز استخوان در طي 
سﺎعت در پﺎسﺎژهﺎي آخر  ١٢٢را تﺎ  TDPداري افزايش ﺎطور ﻣعنﺑه
اند كه پتﺎنسيل رشد عنوان كرده گرانپژوهش ٣٢.نشﺎن داده است
در ﻣطﺎلعه ديگري  ٤٢.هﺎي ﺑﺎلغ و جنيني استد واسط ﺑﺎفتح sCSM
از افراد جوان و پير  ﺑرگرفتههﺎي انسﺎني sCSMپتﺎنسيل رشد و تمﺎيز 
اند كه اين كﺎهش رشد شد و تمﺎيز ﻣتﻔﺎوتي را نشﺎن دادهقدرت ر
  هﺎ و سطح ول تلوﻣر كروﻣوزومـتواند نﺎشي از تﻔﺎوت در سن و طﻣي
  ٢٥.فعﺎليت تلوﻣرازي ﺑﺎشد
 ﻣﺎنندهﺎي ﺑنيﺎدي ﺑﺎلغ سلول ﺑيشترسطح فعﺎليت تلوﻣرازي در 
از ﻣغز استخوان و ژله وارتون ﺑند  ﺑرگرفتههﺎي ﺑنيﺎدي ﻣزانشيمي سلول
نﺎف پﺎيين ﺑوده و در گزارشﺎت ﻣختلف ﺑه يكسﺎن ﺑودن ﻣيزان فعﺎليت 
هﺎي سوﻣﺎتيك تمﺎيز يﺎفته اشﺎره هﺎ ﺑﺎ سلولتلوﻣرازي در اين سلول
در  CUh-sCSMفعﺎليت تلوﻣرازي  كنونيدر ﻣطﺎلعه  ٦٢.شده است
و كيﻔي  yassa PART-TRqهﺎي ﻣختلف ﺑه دو صورت كمي سﺎژپﺎ
ﻣورد ﺑررسي قرار گرفت. نتﺎيج نشﺎن داد كه روش  yassa-PART
روشي حسﺎس، قﺎﺑل اطمينﺎن و دقيق نسبت ﺑه  RCP emiT-laeR
ت ﺑوده و كﺎهش فعﺎلي RCPپﺎيه  ﺑر yassa PARTروش ﻣعمولي 
دهد. در گزارش ديگري ﺑه حسﺎس خوﺑي نشﺎن ﻣيتلوﻣرازي را ﺑه
ﺑراي تعيين فعﺎليت تلوﻣرازي  yassa PART-TRqﺑودن روش 
هﺎي فيبروﺑﻼستي كه سطح فعﺎليت تلوﻣرازي هﺎيي ﻣﺎنند سلولسلول
اشﺎره  yassa ASILE-PARTهﺎ ﺑسيﺎر كم است در ﻣﻘﺎيسه ﺑﺎ روش آن
   ٧٢.شده است
-JWروش كيﻔي نشﺎن داد كه فعﺎليت تلوﻣرازي ﺑه كنونيﻣطﺎلعه 
در سطح پﺎييني قرار  SGAهﺎي سرطﺎني در ﻣﻘﺎيسه ﺑﺎ سلول sCSM
تواند نشﺎني از افزايش كنترل نشده فعﺎليت تلوﻣرازي در دارد كه ﻣي
در ﻣيﺎن گزارشﺎت ﻣختلف و ﺑررسي  ٨٢.اين رده سلولي سرطﺎني ﺑﺎشد
هﺎي هﺎيي ﻣﺎنند سلولولروي فعﺎليت تلوﻣرازي سل انجﺎم گرفته ﺑر
ﺑه  )sCSM-MB( sllec mets lamyhcnesem devired-worram enoB
هﺎي هﺎ در ﻣﻘﺎيسه ﺑﺎ سلولپﺎيين ﺑودن ﻣيزان اين فعﺎليت در اين سلول
 ٩٢.اشﺎره شده است 392Tهﺎي تلوﻣراز ﻣثبت و سلول aleH
در سه پﺎسﺎژ  sCSM-CUhﺑﺎ ﺑررسي سطح فعﺎليت تلوﻣرازي 
ﻣدت ﺑر روش كيﻔي ﻣشخص شد كه كشت طوﻻنيﺑه P3 تﺎ P1ﻣختلف 
علت فعﺎليت تلوﻣرازي تﺎثير چنداني ندارد. اين حﺎلت ﻣمكن است ﺑه
پﺎيين ﺑودن دقت و حسﺎسيت اين روش ﺑﺎشد در حﺎلي كه در روش 
 دوآنﺎليز شد، در پﺎسﺎژ  yassa PART-TRqكمي كه ﺑﺎ روش حسﺎس 
قرار داشت  ٧٢/٤٢ﺎنه كشت سلولي، فعﺎليت تلوﻣرازي در چرخه آست
   كه ﺑيشترين ﻣيزان فعﺎليت را در ﻣﻘﺎيسه ﺑﺎ سﺎير پﺎسﺎژهﺎ نشﺎن داد. 
ﻣدت در گزارش ديگري ﺑررسي فعﺎليت تلوﻣرازي در كشت طوﻻني
، كﺎهش تدريجي فعﺎليت تلوﻣرازي را نشﺎن داده شده sCSM-MB
خوﺑي ﻣدت ﺑهكﺎهش فعﺎليت تلوﻣرازي در طي كشت طوﻻني ١٢.ﺑود
رسد كه تﺎخير در تكثير ايجﺎد شده نظر ﻣيولي ﺑه ٤٢ته نشده استشنﺎخ
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ينﻻوط تشك ردنﺎمه هك دشﺎﺑ يلولس يريپ زا يشﺎن تدﻣ هك روط
هﺑ يزارﻣولت تيلﺎعف شهﺎك نآ لﻣاوع زا يكي دوﺑ هدش هرﺎشا ليلد
 نژ نﺎيﺑ شهﺎكTERT هﺑ ميزنآ نيا نﺎيﺑ يارﺑ يلرتنك لﻣﺎع كي ناونع
يﻣهﺑ ،دشﺎﺑيروط كلولس رد نژ نيا نﺎيﺑ نازيﻣ ههﺑ يدﺎينﺑ يﺎه تدش
يﻣ لرتنكدوش.٣٠ رﺑ هوﻼع نﺎمه نيا نﺎيﺑ نازيﻣ دش هداد نﺎشن هك روط
رد زارﻣولت ميزنآ لولس نيا لﺎمتحا نيا و دراد رارق ينييﺎپ حطس رد ﺎه
 لوط يگچرﺎپكي ظﻔح تهج زارﻣولت ميزنآ حطس هك دراد دوجو زين
لولس رﻣولتن يدﺎينﺑ يﺎهدشﺎﺑ يفﺎكﺎ.٣١ هتكن  رد هكنيا هجوت لﺑﺎق
 زا يخرﺑMSCs،  بﺎيغ رد رﻣولت لوط ظﻔح ثعﺎﺑ هك يمسينﺎكﻣ
يﻣ يزارﻣولت تيلﺎعفهﺑ دوشتسا هدشن هتخﺎنش يﺑوخ،  تﺎعلﺎطﻣ يلو
هداد نﺎشن يمسينﺎكﻣ هك دنا ﺎﺑ ناونعAlternative Lengthening of 
Telomeres (ALT)  هك تسا ريگرد دنيارف نيا رد كي رﻣولت يﺎهتنا زا
DNA كتهتشرهﺑ يا هدﺎﻔتسا رگيد رﻣولت يﺎهتنا يارﺑ وگلا ناونع
يﻣ كيرﻣولت يلاوت رد شيازفا ثعﺎﺑ و هدومندوش.٣٢  
يﺎتن هﺑ هجوت ﺎﺑـزا لصﺎح ج  نييعت و دشر ينﺤنﻣ مسرPDT  وجنسش  
 يزارﻣولت تيلﺎعفشور ود زا هدﺎﻔتسا ﺎﺑ  يﻔيكTRAP assay يمك و 
qRT-TRAP assay ينﻻوط تشك هك دش هداد نﺎشنيﻣ تدﻣ رﺑ دناوت
 .دراذگﺑ ريثﺎت يزارﻣولت تيلﺎعف و يلولس ريثكت دنيارفنيارﺑﺎنﺑ  دﺎهنشيپ
يﻣ نيا رد هدش هدهﺎشﻣ يزارﻣولت تيلﺎعف شهﺎك هك دوششهوژپ  ﺎﺑ
 نژ نﺎيﺑ نازيﻣ نينچمه و رﻣولت لوط يسررﺑTERT  يﺎهژﺎسﺎپ رد
هعلﺎطﻣ دروﻣ زين فلتخﻣ يلولس .دريگ رارق  
يرازگسﺎپس :نﺎيﺎپ زا يشخﺑ لصﺎح هلﺎﻘﻣ نياييوجشناد هﻣﺎن  ﺎﺑ
 ناونع"ونلس ريثﺎت -لا - زارﻣولت ميزنآ تيلﺎعف رﺑ تينلس ميدس و نينويتﻣ
لولس ردنﺎسنا فﺎن دنﺑ نوتراو هلژ زا قتشﻣ يميشنازﻣ يدﺎينﺑ يﺎه"  رد
 عطﻘﻣ دشرا يسﺎنشرﺎك لﺎس رد١٣٩٣  دك ﺎﺑ٢٢٠٣٠٥٠٣٩٢٢٠٠٧ 
يﻣﺑ مولع هﺎگشناد و رها دحاو يﻣﻼسا دازآ هﺎگشناد تيﺎمح ﺎﺑ هك دشﺎ
دش مﺎجنا ليﺑدرا يكشزپتسا ه و ركشت بتارﻣ هلﺎﻘﻣ نﺎگدنسيون .
نﺎتسرﺎميﺑ زا ار دوخ ينادردقمﺎﻣا و يولع يﺎهينيمخ (هر)  و ليﺑدرا
نﺎتسرﺎميﺑ نيا لمع قﺎتا مرتﺤﻣ لنسرپ هنﺎميمص يرﺎكمه رد هك ﺎه
عمجفﺎن دنﺑ يروآ يﻣ مﻼعا دندومن يرﺎي ار ﺎﻣ نادازوندنراد.  
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Relationship between the telomerase activity and the growth kinetics of the human umbilical cord derived mesenchymal stem cells 
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 Background: Telomerase as an enzyme with reverse transcriptase activity has an essen-
tial role in telomere maintenance by adding a telomere repeat sequence to the 3' end of 
chromosome and is important for regulating of many processes in embryonic develop-
ment including cell proliferation and differentiation. Human umbilical cord-derived 
mesenchymal stem cells (hUC-MSCs) with a self-renewal capacity are cells that can 
differentiate into various germ layer derivatives including neural cells and cardiomyo-
cytes, and undergo biological changes during long-term cultivation. Hence, the passage 
number in which the cells expanded seems to be very important for proliferating and 
differentiating. This study was aimed at investigating the relationship between the te-
lomerase activity and the growth rate of (hUC-MSCs) at different passages. 
Methods: This experimental study was performed in Ardabil University of Medical Sci-
ences, Iran, from March 2014 to December 2014. The umbilical cord samples were ob-
tained from full-term neonate hospitalized in Alavi’s Hospital in Ardabil under sterile 
conditions. The umbilical vessels were clear off and the small pieces of the umbilical cord 
were cultured in Dulbecco's modified eagle's medium (DMEM) supplemented with 20% 
fetal bovine serum (FBS). Then, the hUC-MSCs were harvested from passage one to 
three to calculate the population doubling time (PDT) and extract proteins by using 
CHAPS lysis buffer. Finally, the telomerase activity of the cells at different passages was 
measured by telomeric repeat amplification protocol (TRAP) and qRT-TRAP assays. 
Results: The hUC-MSCs population doubling time at passage from 1 to 3 were calculated 
as the average of 54.68±1.92, 55.03±1.71 and 69.41±2.54 hours, respectively, suggesting 
the higher cell passage number, the more extended PDT. The threshold cycles (CTs) for 
the telomerase activity also showed 30.58±0.51, 27.24±0.74 and 32.13±0.75 for the cell 
passage from one to three, respectively, representing the significant increasing in telomer-
ase activity at passage two compared with the other passages (P= 0.021). 
Conclusion: Analysis of the growth curve, PDT determination and measurement of 
telomerase activity of the human umbilical cord-derived mesenchymal stem cells 
showed that the long-term cell culture can affect on the cell proliferation and the te-
lomerase activity. 
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